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Priifungsantrag gem. § 44 PatG ist gestellt 
© Verfahren aim Herstellen eines Implantates aus Zellkulturen 
© Mit dem Verfahren wird angestrebt, insbesondere Knor- 
pelzellen in vitro h< 



>m Polymeries eingelagert, wobei die Form derTrag 
truktur der Form des spateren Implantates entspricht. Die 
"ragerstruktur wird anschlieSend mit einer Nahrlosung uber 
line lange Zeit perfundiert, woduroh sich innerhalb der 
ragerstruktur die extrazellulare Matrix, i 



gerstruktur mit der zumindest teilwei: 
zellularen Matrix wird dann imph 
den Resorption der Tragerstri 

Matrix erhalten. 



ausbilden kann. Die Tra- 
isgebildeten extra- 
nnerc. tsei der ansohlieSen- 
<tur bleibt die Form des 
lusgebildete extrazellulare 
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Beschreibung Polymervlies, vorzuformen, in den inneren Hohlraum 
der Tragerstruktur Zellen einzubringen und die die Zel- 

Die Erfindung bezieht sich auf ein Verfahren zum len aufnehmende Tragerstruktur mit einer Nahrlosung 

Herstellen ernes Implantates aus Zellkulturen, insbeson- zu durchstromen. Sobald sich dann die interzellulare 

dere eines Implantates mit Knorpelzellen, wobei diese 5 Matrix zumindest teilweise ausgebildet hat, kann die 

Zellen auf eine resorbierbare Tragerstruktur aufge- gesamte dreidimensionale Tragerstruktur implantiert 

bracht und anschlieBend implantiert werden. werden 



Soli entferntes kSrpereigenes Gewebe, z. B. Knorpel- 

gewebe ersetzt werden, so ist man bisher auf im 

lichen zwei Moglichkeiten angewiesen: 

1. Das benStigte Gewebe kann Leichen e 

1, konserviert und dann implantiert werden. 



2. Zum Ersatz des entfernten Gewebes kann Eigen- 
gewebe verwendet werden, das dem Patienten ar 
anderer, nach auBen nicht sichtbarer Stelle ent- 



Durch die dreidimensionale Tragerstruktur wird si- 
chergestellt, daB auch wahrend der Resorption die Zel- 

0 len mit ihrer interzellularen Matrix formstabil bleiben 
und die gewiinschte Form des Implantats auch nach der 
Implantation beibehalten wird. 
Durch die Perfusion wird sichergestellt, daB auch die 

Hierbei treten in einigen Fallen immunreaktionen innerhalb der Tragerstruktur gelegenen Zellen ausrei- 

auf. 15 chend mit Nahrlosung versorgt werden und daB diese 
Versorgung aufrechterhalten bleibt, wenn sich die inter- 
zellulare Matrix zumindest teilweise aufgebaut hat. 
Durch den Aufbau der Tragerstruktur und gegebenen- 

tn dem Ort des entfernten Gewebes falls eine entsprechende Praparation erfolgt der Eintritt 

implantiert wird. Hier sind keine Immunreaktionen 20 der Nahrlosung in die Tragerstruktur und deren Durch- 

zu befiirchten. dringung im wesentlichen nur durch Diffusion, was im 
ubrigen auch der Situation in vivo entspricht. Die Er- 

Ein entscheidender Nachteil dieser beiden Verfahren nahrung der in der Tragerstruktur aufgenommenen Zel- 

liegt jedoch darin, daB wegen der immer groBeren An- len durch Diffusion kann im ubrigen noch dadurch si- 

zahl von Implantationen insgesamt zu wenig Material 25 chergestellt werden, daB die gesamte Tragerstruktur 

vorhanden ist, so dafl der gewiinschte Ersatz des Gewe- mit einem Material ummantelt wird, das im wesentli- 

bes haufig nur unvollstandig erfolgt chen nur eine Diffusion zulaBt. Ein solches Material ist 

Man hat daher ein drittes Verfahren vorgeschlagen, z. B. Agarose, 
namlich auf einem Polymerfaserbtlndel aus resorbierba- Durch die Ernahrung der Zellen in der Tragerstruktur 
rem Material in herkSmmlicher Weise isolierte und ver- 30 iiber die Diffusion wird verhindert, daB die Zellenpro- 
mehrte Zellen aufzubringen und die Bundel zu implan- dukte, insbesondere die fur den Aufbau der interzelluia- 
tieren; vgl. CA. Vacanti et al, Plastic and Reconstructive ren Matrix notwendigen Kollagene und Proteoglycane 
Surgery, Vol. 8, No. 5, Nov. 1991, S. 753—759. Durch aus dem Zellverband ausgeschwemmt werden. Das Zu- 
Obereinander- und Nebeneinanderschichtung der Bun- rOckhalten dieser notwendigen Faktoren, d. h. deren Re- 
del konnte das Implantat quasi dreidimensional model- 35 tention kann noch dadurch verbessert und unterstiitzt 
liert werden. Nach der Implantation wird das Polymer- werden, wenn die Perfusion der Tragerstrukturen mit 
material resorbiert, wobei gleichzeitig zwischen den der Nahrlosung intervallartig erfolgt In den Perfusions- 
einzelnen Zellen die interzellulare Matrix aus insbeson- pausen werden dann die Zellprodukte am Ort gehalten 
dere Kollagen aufgebaut werden soil, so daB sich im und bilden die Verbindungen mit den Zellen, wohinge- 
Endstadium eine in das umliegende Gewebe integrierte 40 gen in den Perfusionsphasen auch unerwunschte Zell- 
und voll funktionsfahige Gewebestruktur ergibt produkte aus der Tragerstruktur und der Matrix ausge- 

Dieses Verfahren ist noch im Versuchsstadium, an schwemmt werden k6nnen. 

Tieren erprobt, jedoch in der Humanmedizin noch nicht Weitere Ausgestaltungen der Erfindung gehen aus 

angewendet den Unteransprilchen hervor. 

Schwierigkeiten dflrften sich bei diesem Verfahren 45 Die Erfindung ist in einem Ausfiihrungsbeispiel an- 

bei der Modellierung des gewtinschten Implantates er- hand der Figur naher erlautert, in der das Verfahren 

geben, da eine Formstabilitat der iibereinander und ne- hinsichtlich der verwendeten Gerate schematisch dar- 

beneinander gelegten Faserbtindel wahrend der Re- gestelltist 

sorption des Fasermaterials nicht zu erwarten ist. Au- In der Beschreibung wird nur auf die Herstellung von 

Berdem wiirden sich bei grdBeren Implantaten Schwie- 50 Knorpelgewebe in vitro Bezug genommen; es ist jedoch 

rigkeiten mit der Ernahrung der einzelnen Zellen erge- selbstverstandlich, daB hier auch andere Zellgewebe 

ben, die im Inneren des Implantates gelegen sind. entsprechend behandelt werden konnen. 

Der Erfindung liegt die Aufgabe zugrunde, ein Ver- Fiir eine Implantation werden patienteneigene Knor- 

fahren anzugeben, mit der Zellgewebe, insbesondere pelzellen in herkOmmlicher Weise auf einem Kulturme- 

Knorpelgewebe, in einer fur die Implantation gunstigen 55 dium vermehrt. 

Konfiguration zur Verffigung gestellt wird. Insbesonde- Aus einem resorbierbaren formstabilen Polymerfa- 

re soli das Implantat eine gute Formbarkeit und Form- servlies wird eine Tragerstruktur hergestellt, deren 

erhaltung im implantierten Zustand aufweisen und die Form dem spateren Implantat entspricht. Geeignet 

Ernahrung der einzelnen Zellen im Implantat sicher ge- Vliesmaterialien sind z. B. Polyglykole oder Polylactide. 

wahrleisten. 60 Hieraus lassen sich Vliese herstellen, die eine groBe in- 

Diese Aufgabe ist gemSB der Erfindung durch die im nere zusammenhangende Oberflache bei gleichzeitig 

Patentanspruch 1 angegebenen kennzeichnenden minimalem Materialvolumen aufweisen. Die zusam- 

Merkmale gelSst menhangende innere Oberflache der Tragerstruktur 

Die grundlegende Idee der Erfindung besteht dem- wird mit einem AdhSsionsfaktor, z. B. Poly-L-Lysin be- 

nach darin, eine dreidimensionale formstabile TrSger- 65 schichtet bzw. benetzt Diese Benetzung erfolgt z. B. 

struktur mit der gewunschten Implantationsform aus durch Eintauchen der Tragerstruktur in eine Polylysin- 

einem Material mit einer zusammenhangenden inneren USsung und anschlieBende Lyophilisation, d. h. Gefrier- 

Oberflache und einem geringen Volumen, z. B. einem trocknung, so daB der Adhasionsfaktor im wesentlichen 
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die gesamte innere Oberflache der Tragerstruktur be- 
deckt 

Wenn in der oben erwahnten Zellkultur eine ausrei- 
chende Anzahl von Zellen vorliegt, werden diese in der 
Suspension mit dem Kulturmedium in die dreidimensio- 
nale entsprechend praparierte Tragerstruktur gefiillt. 
Zur Erhohung der Viskosit&t der Suspension kann die- 
ser noch ein resorbierbarer, die Viskositat erhijhender 
Stoff, 2. B. die erwahnte Agarose zugesetzt werden. 

Die die Zelle aufnehmende Tragerstruktur wird an- ; 
schlieBend mit Agarose ummantelt, indem z. B. die Tra- 
gerstruktur in eine 2°/oige Agaroselosung eingetaucht 
wird. AnschlieBend wird die Tragerstruktur einem KA1- 
teschock unterworfen, z. B. durch Eintauchen in ein kal- 
tes Wasserbad von etwa 4°C, wobei sich die Agarose i 
des Mantels und ebenso die gegebenenfalls die der Sus- 
pension zugefugte Agarose verfestigt. Eine derartige 
MaBnahme erleichtert die folgende Handhabung. 

Diese derart praparierte Tragerstruktur ist in der Fi- 
gur mit 1 bezeichnet und wird in eine Perfusionsappara- 2 
tur 2 eingesetzt. Diese Apparatur 2 besteht aus einem 
Gehause 3, in dem eine Perfusionskammer 4 vorgesehen 
ist, in die die Tragerstruktur eingesetzt wird. In das Ge- 
hause 3 miindet eine Zufuhrleitung 5 fur eine Nahrlo- 
sung, die zunachst in eine Mischkammer 6 eintritt, in der 2 
die Stromung vergleichmaBigt wird, bevor sie in die 
Perfusionskammer 4 eintritt. An die Perfusionskammer 
4 schlieBt sich dann eine AbfluBkammer 7 an, aus der 
eine AbfluBleitung 8 zu einem Auffangbehalter 9 fuhrt 
Das Gehause 3 der Perfusionskammer 4 ist mit einer 3 
Abdeckung 10 iiberdacht und wird durch eine Heizung 
11 auf gleichbleibender Temperatur entsprechend der 
mittleren Korpertemperatur von 37°C gehalten. 

Die eigentliche Perfusionskammer 4 kann noch mit 
Agarose zumindest teilweise aufgefullt sein. 3 

Durch die Perfusionskammer 4 wird langsam eine 
Nahrlosung, z. B. die im Handel unter der Bezeichnung 
Hams F12 erhaitliche Losung gefiihrt. Diese Nahrlo- 
sung wird durch eine Pumpe 12, z. B. eine peristaltische 
Pumpe transportiert, die in der Zuleitung 5 angeordnet 4, 
ist und Nahrlosung aus einem Vorratsbehalter 13 an- 
saugt. Dieser Vorratsbehalter 13 befindet sich z. B. in 
einem Wasserbad 14 bei einer Temperatur von 4 D C. Die 
zeitliche Transportmenge der peristaltischen Pumpe 12 
ist sehr gering und in dem hier vorliegenden Fall fur die 4. 
Herstellung von Knorpelgewebe auf etwa ein Milliliter 
pro Stunde eingestellt Damit lassen sich einige Trager- 
strukturen — in der Zeichnung sind drei derartige Tra- 
gerstrukturen 1 in der Perfusionskammer 4 dargestellt 
— ausreichend ernahren, wobei diese Tragerstrukturen 5I 
einen Querschnitt von maximal einer Daumennagelgro- 
Be aufweisen. 

Die peristaltische Pumpe 12 wird durch einen Zeitge- 
ber 15 intervallartig gesteuert, wobei die Intervalle je 
nach GroBe der Tragerstrukturen und der Perfusions- 5; 
kammer einstellbar sind: In der Praxis werden die 
Pump- und Pausenintervalle sich im Minuten- bzw. 
Stundenbereich befinden. Gute Ergebnisse wurden bei 
Pump- und Pausenintervallen von jeweils ca. 30 Minu- 
ten erreicht. & 

Perfusionsapparaturen sind an sich bekannt. Sie die- 
nen ansonsten dazu, Zellkulturen, die auf einer Mem- 
bran angeheftet werden, mit kontinuierlichen Bedingun- 



Zellkulturen konnen hierbei durch Schlitze in die Perfu- 



Die durch die Perfusionsapparatur 2 gefuhrte Nahrlo- 



werden. Die Stromung der Nahrlosung und 
die Intervallsteuerung sind so eingestellt, daB die fur den 
; Aufbau der interzellularen Matrix notwendigen Zell- 
produkte nicht weggeschwemmt werden, sondern an 
ihrem Platz verbleiben. Im Laufe der Zeit bildet sich die 
interzellulare Matrix mit ihren Kollagenfasern zwischen 
den Zellen aus, so daB die Zellen aneinander gebunden 
1 werden. Die Tragerstruktur und die Agarose konnen 
sich wahrend dieses langdauernden Prozesses zumin- 
dest teilweise auflosen. Durch die Ausbildung der inter- 
zellularen Matrix bleibt jedoch die vorgegebene Form 
und damit auch die gewunschte Form des spateren Im- 
plantates erhalten. 

Ist die interzellulare Matrix ausreichend ausgebildet, 
was etwa ab 10 Tagen bis in einigen Wochen der Fall ist, 
wird die Tragerstruktur aus der Perfusionskammer her- 
ausgenommen und implantiert Im Laufe der Zeit wird 
die Matrix weitergebildet, wahrend die Tragerstruktur 
resorbiertwird. 

Es konnte gezeigt werden, daB mit einem derartigen 
Verfahren tatsachlich die interzellulare Matrix in vitro 
aufgebaut wird, was bis dato soweit bekannt noch nicht 
beobachtet wurde. 

Es ist des weiteren moglich, sogenannte gewebsmorp- 
hogene Faktoren an das Vlies der Tragerstruktur anzu- 
lagern. Derartige morphogene Faktoren regen die Zell- 
bildung und die Bildung der interzellularen Matrix und 
damit die Knorpelbildung an. Derartige Faktoren kon- 
nen entweder bereits in die Tragerstruktur wahrend der 
Bildung der interzellularen Matrix in der Perfusions- 
kammer Oder nach der Implantation in die Tragerstruk- 
tur eingebracht werden. Eine elegante Losung besteht 
darin, den gewebsmorphogenen Faktor direkt an das 
Vliesmaterial zu koppen oder an einen AntikOrper zu 
koppeln und das Vliesmaterial der Tragerstruktur mit 
Haptenen zu versehen, an die sich die Antikorper anla- 
gern. Dadurch wirken diese Faktoren nur lokal im Be- 
reich der Tragerstruktur. 

Patentanspruche 

1. Verfahren zum Herstellen eines Implantates aus 
Zellkulturen, insbesondere Knorpelzellen, wobei 
die Zellen auf einer resorbierbaren Tragerstruktur 
aufgebracht und anschlieBend gemeinsam mit die- 
ser implantiert werden, gekennzeicb.net durch fol- 
gende Merkmale: 

es wird eine dreidimensionale, im wesentlichen 
formstabile entsprechend der gewunschten Form 
des Implantats vorgeformte Tragerstruktur mit ei- 
ner zusammenhangenden inneren OberflSche und 
einem geringen Volumen verwendet; 
in den inneren Hohlraum der Tragerstruktur wer- 
den die Zellen eingebracht; 
die die Zellen aufnehmende Tragerstruktur wird 
mit einer Nahrlosung perfundiert; 
nach zumindest teilweiser Ausbildung einer die 
Zellen aneinander bindenden interzellularen Ma- 
trix wird die Tragerstruktur implantiert. 

2. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB die Tragerstruktur ein Vlies aus Poly- 
merfasern, insbesondere Polyglykolen oder Poly- 
lactiden ist 

3. Verfahren nach Anspruch 1 oder 2, dadurch ge- 
kennzeichnet, daB die Tragerstruktur, bevor die 
Zellen in diese eingebracht werden, mit Adhasions- 
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faktoren, insbesondere Poly-L-Lysin, versehen 
wird. 

4. Verfahren nach Anspruch 3, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB die Adhasionsfaktoren durch Lyophi- 
lisation auf die innere Oberflache der Tragerstruk- 5 
tur aufgebracht werden. 

5. Verfahren nach einem der vorhergehenden An- 
sprOche, dadurch gekennzeichnet, daB der innere 
Hohlraum der Tragerstruktur so gestaltet und di- 
mensioniert ist, daB die Nahrlosung durch die Tra- 10 
gerstruktur diffundiert 

6. Verfahren nach Anspruch 5, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB die die Zellen aufnehmende Trager- 
struktur mit einem Material, insbesondere Agarose, 
ummantelt wird, durch das die Nahrlosung hin- 15 
durchdiffundieren kann. 

7. Verfahren nach einem der vorhergehenden An- 
spruche, dadurch gekennzeichnet, daB die Trager- 
struktur mit den darin aufgenommenen Zellen in- 
tervallartig durchstromt wird, so daB sich an eine 20 
Perf usionsphase jeweils eine Pause anschlieBt 

8. Verfahren nach einem der vorhergehenden An- 
spruche, dadurch gekennzeichnet, daB die Trager- 
struktur mit den darin aufgenommenen Zellen zur 
Perfusion in eine Perfusionskammer eingesetzt 25 

9. Verfahren nach einem der vorhergehenden An- 
sprQche, dadurch gekennzeichnet, daB die Zellen in 
der Suspension mit dem Kulturmedium in die Tra- 
gerstruktur eingebracht werden, wobei zusatzlich 30 
die Suspension mit einem die Viskositat erhohen- 
den Staff, vorzugsweise Agarose, versetzt wird. 

10. Verfahren nach einem der vorhergehenden An- 
spruche, dadurch gekennzeichnet, daB an die Tra- 
gerstruktur ein gewebsmorphogener Faktor ange- 35 
lagert wird, der die Zellbildung und die Bildung 
einer interzellularen Matrix unterstutzt. 

11. Verfahren nach Anspruch 10, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB der gewebsmorphogene Faktor an 
einen AntikOrper gekoppelt wird, der sich an dem 40 
Material der Tragerstruktur, vorzugsweise an dort 
aufgebrachten Haptenen anlagert 
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